Objectives: our objectives were to compare angiogenesis soluble factor (ASF) levels in chronic hepatitis C (CHC) patients and healthy individuals, and to investigate potential associations between ASF levels and both histological and biochemical markers of disease progression.
INTRODUCTION
Chronic hepatitis C (CHC) is a progressive disease characterized by the development of hepatocellular necrosis, inflammation, and fibrosis (1, 2) . It has been shown that angiogenesis, the formation of new blood vessels, occurs in various liver diseases; hepatocellular carcinoma is the condition where this phenomenon has been best described, but it has also been recognized in CHC (3, 4) . Immunohistochemical staining of CHC biopsies demonstrated the existence of characteristic capillary structures formed by CD31-positive endothelial cells (EC) in inflamed portal tracts (4) . Another pathological condition featuring hepatic angiogenesis is experimental biliary cirrhosis, where vascular endothelial growth factor (VEGF) is produced in response to hepatocellular hypoxia, thereby inducing hepatic vascular proliferation (5) .
Different cell types can produce VEGF in the liver, including hepatocytes, hepatic stellate cells, Kupffer cells and leukocytes from inflammatory infiltrates (6) . There is evidence that hepatic stellate cells become activated in response to hypoxia, thereby increasing the expression of VEGF and its receptors (7) . Multiple factors participate in the angiogenic response. Among them, the most thoroughly studied are those with mitogenic properties for EC, VEGF (8) being the best characterized. It belongs to a family made up by VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D and placental growth factor (PlGF). These factors bind to EC receptors with tyrosine kinase activity, such as Flt-1 and Flk-1. Angiopoietin-2 (Ang-2) is another molecule playing a central role in angiogenesis. In the initial phases of angiogenesis, it destabilizes vascular intercellular junctions, so that EC proliferation is facilitated. Its specific receptor is termed Tie-2 (9) (10) (11) .
Induction of EC growth and differentiation requires that pro-angiogenic factors interact with their corresponding receptors as expressed and activated in the cells (9) . This expression is normally localized to the cell surface, although a mechanism of proteolysis has been also described, which results in the appearance of receptors in the serum (12) , these being then considered soluble factors. Determination of angiogenic factors and their soluble receptors in the serum might represent an important tool for the follow-up of diseases in which the occurrence of angiogenesis has been demonstrated at the molecular level, such as CHC, autoimmune liver diseases (6) and hepatocellular carcinoma (13) . The latter pathology is a clear example where a significant relationship has been observed between serum VEGF levels and VEGF expression in tumor cells (14) . This indicates that serum VEGF levels represent an indirect estimate of VEGF expression in the tumor (15) .
Clinical follow-up of liver diseases often involves using invasive techniques to obtain biopsies, a procedure that is not free of risks. Therefore, it is important to identify serum markers that may provide information about the extent of disease progression without the need to biopsy the patient. The first step when trying to identify such factors is to focus on those molecules that play a pathophysiologically relevant role in the development of a given disease; then, its levels in the serum should be studied, and possible associations between those levels and disease progression should be investigated. Therefore, the objective of our study was to determine serum levels of ASFs in CHC patients, and to compare them with serum transaminase levels, with fibrosis stage, and with grade of inflammation in order to investigate whether or not they may provide relevant additional information about disease progression.
METHODS
Thirty-six consecutive patients (69% males, 31% females) admitted to the Hepatology Unit at Hospital Universitario de La Princesa with chronic hepatitis C virus (HCV) infection (non-cirrhotics) were included in the study. Other requirements for inclusion were the absence of other liver diseases and the availability of a liver biopsy and frozen serum. Baseline data are shown in table I. A group of 15 patients negative for hepatitis B and C virus (73% males, 27% females) with normal serum levels of liver enzymes was used for control. A baseline serum sample was taken from all healthy controls and patients before receiving any treatment.
CHC patients presented anti-HCV antibodies in their serum (16) . Diagnosis of active HCV infection was done through HCV-RNA determination by PCR; viral load was evaluated by HCV-Amplicor and HCV-Monitor (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland), and genotyping was done through innoLiPA (Innogenetics, Zwijndreht, Belgium). AST (aspartate amino-transferase), ALT (alanine amino-transferase), GGT (gamma-glutamyl transpeptidase) and AP (alkaline phosphatase) levels, platelet counts, and HBV and HIV serology were determined in all patients.
Histological analysis: a liver biopsy was obtained from all patients and analyzed using the METAVIR classification system, which evaluates fibrosis stage in a scale from F 0 to F 4 , where F 0 represents absence of fibrosis; F 1 : portal fibrosis with septa; F 2 : few septa; F 3 : abundant septa with cirrhosis; and F 4 : established cirrhosis. Necroinflammatory activity was scored with a scale from A 0 to A 3 , where A 0 represents absence of activity; A 1 : weak activity; A 2 : moderate activity; A 3 : severe activity. The histological evaluation was carried out by the Pathology Department at Hospital Universitario de La Princesa (A. García-Sánchez, MD).
ASF levels: serum samples were obtained from patients on the same day of liver biopsy and stored frozen at -80 ºC. Serum levels of VEGF, PlGF, Flt-1, Flk-1, Ang-2 and Tie-2 were quantified by ELISA (Quantikine Human, R&D SYSTEMS, UK).
Statistical analysis: the statistical analysis was performed using non-parametric tests, such as the MannWhitney test, Pearson's test, and a multiple linear correlation test.
RESULTS
Serum PlGF levels in patients were significantly higher than in controls (Table II) . Statistically significant differences were also observed in Ang-2 and Flt-1 levels. However, no significant differences between patients and controls were found for VEGF, Tie-2 or Flk-1. It must be highlighted that a significant correlation was found between fibrosis stage and PlGF levels in CHC patients (p = 0.04) (Fig. 1) . A correlation also existed between grade of inflammatory activity and VEGF levels (p = 0.04) and Tie-2 (p = 0.05). As far as liver biochemistry is regarded, Flt-1 and Flk-1 were significantly correlated with AST (p = 0,05 and p= 0.01) and ALT (p = 0.01 and p = 0.01), respectively.
DISCUSSION
As previously mentioned, the occurrence of hepatic angiogenesis has been described in liver conditions such as viral hepatitis, cirrhosis, autoimmune hepatitis, primary biliary cirrhosis, and hepatocellular carcinoma (3, 4, 17) . Most studies carried out in this field report variations in the molecular expression of factors involved in angiogenesis (14, 15) . As this phenomenon may play a pathogenic role in the development of liver damage, it may be hypothesized that the identification of surrogate markers in the serum that provide information about the extent of angiogenesis may represent a useful tool for disease characterization and follow-up. We currently know that new vascular structures associated with inflammatory infiltrates in periportal areas develop in CHC (4).
There are also data about some of the molecular mechanisms determining the formation of those neovessels (17) . However, it is not known whether any pro-angiogenic factors may provide information about CHC progression, as already described in other pathologies. For instance, Oskun et al. observed higher serum VEGF levels in breast cancer patients versus healthy women (137.2 ± 64.7 pg/ml vs. 107.3 ± 50 pg/ml) (18) . Similarly, Harris et al. found that, before treatment with Razoxane, renal cancer patients presented significantly elevated levels of Tie-2 when compared to healthy controls (0.74 pg/ml vs. 0.56 pg/ml), as well as of Flt-1 (77 ± 9 pg/ml vs. 65 ± 8); afterwards, they observed that Tie-2 serum levels decreased in patients with stable disease (66.9 pg/ml), while they were increased in patients with progressive disease (83 pg/ml). The authors suggested that this factor might be used as a post-treatment followup marker (18, 19) .
There are also examples of malignant tumors such as colon cancer and multiple myeloma where, in addition to reported variations in ASF levels between patients and healthy subjects, a prognostic value of some markers has been described (20) . For instance, in multiple myeloma patients under treatment with the antiangiogenic drug thalidomide, serum levels of Flt-1 and Tie-2 were found to correlate with a poor prognosis (20) . Similarly, serum VEGF levels have been proposed as prognostic markers in disseminated sarcoidosis patients (21) and in patients with inflammatory bowel disease (22) .
Serum VEGF levels have also been suggested to correlate with platelet count in hepatocellular carcinoma patients. It has been reported that, in the presence of tumors, circulating platelets may transport huge amounts of VEGF in their granules, which are not reflected in serum levels. Therefore, it has been suggested that quantification of VEGF per platelet count might be used as a prognostic marker, since significantly higher figures were observed in hepatocellular carcinoma patients than in cirrhotics and healthy controls (23) .
In the present study, levels of VEGF soluble receptors Flt-1 and Flk-1 were found to positively correlate to transaminase serum levels. Likewise, a significant correlation existed between PlGF levels and fibrosis stage; and VEGF and sTie-2 levels were correlated with inflammatory activity. The fact that associations were only found between ASF and fibrosis in some cases -inflammation and transaminases in other cases-might be related to the limited number of patients included in the study. In any case, angiogenesis is a multifactorial, extremely complex process involving a huge number of molecules and cells regulated at different levels by various factors. Therefore, it is conceivable that each ASF determined in the present study is stimulated and/or regulated by a different process, be it inflammation, fibrosis-associated hypoxia or nonspecific cell damage. Hence, it is not surprising that different degrees of association may be observed between each factor and grade of inflammation, fibrosis stage, or transaminase levels. Our results may have important clinical implications. First, the demonstration of an association between variations in serum levels of ASF and CHC progression conceptually supports the critical role played by angiogenesis in chronic liver disease, as previously suggested (6, 24) . Second, the determination of ASFs in parallel to viral load and fibrosis markers may provide complementary information for the evaluation of disease progression. This would be particularly useful in case a modulation of serum ASF levels in response to antiviral treatment was demonstrated, as this might help evaluate response to treatment and define the optimal follow-up strategy for each patient. Indeed, this will require the conduction of further prospective studies with larger patient cohorts.
It may be concluded that an increase in serum ASF levels exists in CHC, possibly reflecting angiogenic activity in the liver; similarly, there seems to be a certain relationship between ASFs and histological damage. However, further studies are required in the future, with larger cohorts of patients, in order to confirm the pro-angiogenic factor, or combination of factors, potentially useful as markers of prognosis and progression in CHC.
RESUMEN
Objetivos: el objetivo fue comparar los niveles de los factores solubles de angiogenesis (FSA) en pacientes con hepatitis crónica C (HCC) con individuos sanos, e investigar la asociación entre los niveles de FSA y los marcadores histológicos y bioquímicos de la enfermedad.
Método: treinta y seis pacientes (69,4% hombres) positivos para el ARN-VHC fueron incluidos; a todos se les realizó biopsia hepática antes del tratamiento. Los niveles séricos del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), de la forma soluble de sus receptores Flt-1 y Flk-1, del factor de crecimiento placentario (PlGF), de la angiopoyetina-2 (Ang-2) y de la forma soluble de su receptor Tie-2 fueron determinados por ELISA. Se analizaron también 15 controles sanos.
Resultados: al comparar los pacientes con HCC y los controles se observó una elevación significativa en los niveles de PlGF (22 ± 5 vs. 18 ± 8 pg/ml; p < 0,05), Ang-2 (1265 ± 385 vs. 833 ± 346 pg/ml; p < 0,005) y sFlt-1 (95 ± 22 vs. 72 ± 14 pg/ml; p < 0,0001). Se observó una correlación entre el VEGF y el Tie-2 con el grado de inflamación; entre PlGF y el estadio de la fibrosis; y entre Flt-1 y Flk-1 y los niveles de transaminasas (p < 0,05 en todos los casos).
Conclusiones: en pacientes con HCC se observó una elevación significativa de los FSA demostrándose una correlación significativa entre los niveles séricos de ciertos FSA y el grado de inflamación, el estadio de fibrosis y los niveles de transaminasas. 
INTRODUCCIÓN
La hepatitis crónica C (HCC) es una enfermedad progresiva que se caracteriza por necrosis hepatocelular, inflamación y fibrosis (1,2). Se ha observado que distintas hepatopatías cursan con la aparición de un fenómeno de angiogénesis o formación de nuevos vasos sanguíneos; la patología mejor estudiada es el carcinoma hepatocelular, pero también se ha reconocido en la HCC (3, 4) . Así mediante tinción inmunohistoquímica se demostró en biopsias de pacientes con HCC, la presencia de estructuras capilares características formadas por células endoteliales (CE), CD31 positivas, en los tractos portales inflamados (4). Otra situación en la que se produce angiogénesis hepática es la cirrosis biliar experimental: como respuesta a un estado de hipoxia hepatocelular, se produce el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), que induce proliferación vascular hepática (5) .
El VEGF puede ser producido en el hígado por diferentes tipos celulares, incluyendo hepatocitos, células estrelladas hepáticas, células de Kupffer y leucocitos que integran los infiltrados (6) . En el caso de las células estrelladas, hay evidencias de que pueden activarse como respuesta a un estado de hipoxia, dando lugar a la expresión de VEGF y sus receptores (7). En la respuesta angiogéni-ca participan múltiples factores. Los más estudiados son aquellos con propiedades mitogénicas para las CE, y entre ellos, el VEGF (8) es el mejor caracterizado. Pertenece a una familia formada por VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y el factor de crecimiento placentario (PlGF). Estos factores se unen en las CE a receptores que poseen actividad tirosin kinasa, como Flt1 y Flk1. Otra molécula que juega un papel central en la angiogénesis es la angiopoyetina 2 (Ang-2), que en las fases iniciales de la angiogénesis desestabiliza las uniones intercelulares vasculares, para permitir que las CE proliferen. Su receptor específico se denomina Tie-2 (9-11).
Para que los factores proangiogénicos que inducen el crecimiento y la diferenciación de las CE puedan ejercer sus efectos, estas deben expresar y activar los receptores correspondientes (9) . Aunque los receptores se expresan en la superficie celular, también se ha descrito un mecanismo de proteolisis en suero (12), dando lugar a una forma de expresión denominada factores solubles. La determinación en suero de los factores angiogénicos y sus receptores solubles podría representar una herramienta importante para el seguimiento de enfermedades en las cuales se ha demostrado la presencia de angiogénesis a nivel molecular, tales como la HCC, las hepatopatías autoinmunes (6) y el hepatocarcinoma (13) . Un ejemplo lo constituye el carcinoma hepatocelular, donde se ha observado una relación significativa entre los niveles de VEGF en suero y su expresión en células tumorales (14) , lo que indica que los niveles séricos son una estimación indirecta de la expresión del VEGF en el tumor (15) . El seguimiento clínico de una hepatopatía a menudo implica el uso de técnicas invasivas para obtener biopsias, procedimiento no exento de riesgos. Por ello es importante identificar marcadores séricos capaces de aportar información sobre el grado de progresión de la enfermedad sin necesidad de biopsiar al paciente. El primer paso para identificar tales factores es seleccionar moléculas que jueguen un papel patofisiológicamente relevante en el desarrollo de una determinada enfermedad, estudiar sus niveles en suero y analizar si existe una asociación entre esos niveles y la progresión de la patología. A este fin se encamina nuestro trabajo. Así pues, el objetivo del presente estudio fue evaluar los niveles en suero de FSA en pacientes con HCC, y compararlos con los niveles de transaminasas en el suero, y con el estadio de fibrosis y el grado de inflamación en la biopsia, con objeto de analizar si pueden aportar información adicional relevante sobre la progresión de la enfermedad.
MÉTODOS
En el presente estudio se incluyeron 36 pacientes (69% hombres y 31% mujeres), admitidos consecutivamente en la consulta de Hepatología del Hospital Universitario de La Princesa, con infección crónica por el virus de la hepatitis C (no cirróticos), y que cumplieran los requisitos de no sufrir otras hepatopatías, disponer de biopsia hepá-tica y suero congelado. Los datos basales se muestran en la tabla I. Un grupo de 15 individuos sanos (73% hombres y 27% mujeres) con serología negativa para los virus de la hepatitis B y C, así como niveles séricos de enzimas hepáticas normales, fue utilizado como control. A todos los pacientes y controles sanos se les tomó una muestra de suero basal, sin que estuvieran recibiendo tratamiento alguno en ese momento.
Los pacientes con HCC eran característicamente positivos en suero para los anti-VHC (16) . El diagnóstico de infección activa por el VHC se realizó mediante determinación del ARN-HCV por PCR; la carga viral fue evaluada por el método de VHC -Amplicor y VHC-Monitor (Roche diagnóstico, Basilea, Suiza) y el genotipo de VHC fue evaluado por innoLiPA (Innogenectics, Zwijndreht, Bélgica). A todos los pacientes se les determinaron los niveles de AST (aspartato amino transferasa), ALT (alanina amino transferasa), GGT (gamma glutamil transpeptidasa), FA (fosfatasas alcalinas) y plaquetas, así como la serología para VHB y VIH.
Análisis histológico: a todos los pacientes se les realizó una biopsia hepática, que se analizó utilizando el sistema de clasificación METAVIR, evaluando el estadio de fibrosis en una escala de F 0 a F 4 , donde F 0 significa ausencia de fibrosis; F 1 : fibrosis portal con septos, F 2 : pocos septos; F 3 : numerosos septos con cirrosis; F 4 : cirrosis. La actividad necroinflamatoria se valoró en una escala de A 0 a A 3 , donde A 0 representa ausencia de actividad; A 1 : actividad leve; A 2 : actividad moderada; A 3 : actividad severa. La evaluación histológica fue llevada a cabo por el servicio de Anatomía Patológica del Hospital Universitario La Princesa (Dra. A. García-Sánchez).
Niveles de FSA: las muestras de suero de los pacientes fueron obtenidas el mismo día de la biopsia hepática y se guardaron a -80 ºC. Se cuantificaron los niveles séricos de VEGF, PlGF, Flt1, Flk1, Ang-2 y Tie-2 por un método de ELISA (Quantikine human, R&D SYSTEMS, Reino Unido).
Análisis estadístico: el estudio estadístico se realizó mediante pruebas no paramétricas, como el test de MannWhitney's, el test de Pearson y correlación lineal múlti-ple.
RESULTADOS
Los niveles séricos de PlGF de los pacientes fueron significativamente superiores a los de los controles (Tabla II). También se encontraron diferencias significativas en los valores de Ang-2 y de Flt1. Sin embargo, no se encontraron variaciones significativas entre pacientes y controles para VEGF, Tie-2, o Flk-1.
Es preciso destacar que en los pacientes con HCC se observó una correlación significativa entre el estadio de fibrosis y los niveles de PlGF (p = 0,04) (Fig. 1) ; también entre el grado de actividad inflamatoria y los niveles de VEGF (p = 0,04) y Tie-2 (p = 0,05). Con relación a la bioquímica hepática, se observó una correlación entre Flt1 y Flk1 con AST (p = 0,05 y p= 0,01) y ALT (p = 0,01 y p = 0,01), respectivamente. 
DISCUSIÓN
Como se ha comentado previamente, se ha descrito la existencia de un proceso de angiogénesis hepática en patologías como hepatitis viral, cirrosis, hepatitis autoinmune, cirrosis biliar primaria y hepatocarcinoma (3, 4, 17) . La mayoría de los estudios realizados describen variaciones a nivel de expresión molecular de los distintos factores implicados en el proceso de angiogénesis (14, 15) .
Dado que este fenómeno puede jugar un papel patogé-nico en el desarrollo del daño hepático, cabe suponer que la monitorización en las muestras de suero obtenidas de los pacientes de marcadores subrogados que aporten información sobre el grado de angiogénesis, podría representar una herramienta de utilidad en el seguimiento de la enfermedad. Actualmente sabemos que en la HCC se forman nuevas estructuras vasculares en asociación con los infiltrados inflamatorios en áreas periportales (4) y también hay datos sobre algunos de los mecanismos moleculares que determinan la aparición de dichos neovasos (17) . Sin embargo, se desconoce por ahora si existen factores proangiogénicos que puedan aportar información sobre la progresión de la HCC, tal y como han sido descritos en otras patologías. Por ejemplo, Oskun y cols. observaron que en pacientes con cáncer de mama, los niveles séricos de VEGF eran más elevados que en mujeres sanas (137,2 ± 64,7 pg/ml frente a 107,3 ± 50 pg/ml) (18) . De manera similar, Harris y cols. describieron en pacientes con cáncer renal niveles de Tie-2 significativamente superiores a los de los controles sanos (0,74 pg/ml vs. 0,56 pg/ml) y de Flt1 (77 ± 9 pg/ml vs. 65 ± 8), antes de que los enfermos iniciaran tratamiento con Razoxane; posteriormente observaron que en los pacientes con enfermedad estable disminuían las cifras de Tie-2 (66,9 pg/ml) mientras que en los pacientes con enfermedad progresiva se elevaban significativamente a 83 pg/ml, sugiriendo que este factor podría ser usado como marcador de seguimiento posterior a tratamiento antiangiogénico (18, 19) .
En otros casos no sólo se han descrito variaciones en los niveles de factores angiogénicos entre pacientes e individuos sanos, sino que se ha descubierto que dichos marcadores pueden ser de utilidad para evaluar el pronós-tico de diferentes tumores malignos, como el cáncer de colon y el mieloma múltiple (20) . Por ejemplo, se ha descrito que los niveles en suero de FLt1 y Tie-2 en pacientes con mieloma múltiple en tratamiento con el fármaco antiangiogénico talidomida, se correlacionan con un pronóstico adverso de la enfermedad (20) . De manera similar, los niveles séricos de VEGF se han propuesto en sendos estudios como marcadores de pronóstico en pacientes con sarcoidosis diseminada (21) y en la enfermedad inflamatoria intestinal (22) .
Los valores séricos de VEGF también se han correlacionado con el recuento plaquetario en pacientes con hepatocarcinoma. Se ha descrito que las plaquetas circulantes transportan en sus gránulos cantidades de VEGF en presencia de tumores que no se reflejan en los valores de suero y que esta relación o cuantificación de VEGF por recuento de plaquetas podría servir como un indicador de pronóstico, ya que se observaron niveles significativamente más altos en enfermos con hepatocarcinoma que en pacientes cirróticos y controles sanos (23) .
En el presente estudio se encontró una correlación positiva de los niveles de receptores solubles de VEGF (Flt-1 y Flk-1) con las enzimas indicadoras de daño hepá-tico (AST y ALT). Asimismo, los niveles de PlGF mostraron una correlación con el estadio de fibrosis y, por otro lado, tanto los niveles de VEGF como sTie-2 se correlacionaron con la actividad inflamatoria. El hecho de que se hallaran asociaciones sólo entre determinados FSA y fibrosis en unos casos, inflamación en otros, o transaminasas en otros, podría estar relacionado con el limitado número de pacientes incluidos en el estudio. En cualquier caso, la angiogénesis es un proceso multifactorial y extremadamente complejo, que implica la participación de gran número de moléculas y células, reguladas a distintos niveles y por diferentes factores. Por tanto, es concebible que cada uno de los FSA determinados en este estudio sea estimulado y/o regulado por un proceso distinto, ya sea el proceso inflamatorio, o bien la hipoxia que ocurre en el tejido fibrosado, o bien el daño celular inespecífico. De esta manera, no es de extrañar que se puedan observar distintos grados de correlación entre cada factor y el grado de inflamación, estadio de fibrosis o niveles de transaminasas.
Nuestros resultados pueden tener importantes implicaciones clínicas. En primer lugar, la demostración de una asociación entre las variaciones de los niveles séricos de FSA y la progresión de la HCC apoya, desde un punto de vista conceptual, el papel crítico que juega la angiogéne-sis en las enfermedades hepáticas crónicas, tal y como se había sugerido anteriormente (6, 24) . En segundo lugar, la determinación de FSA en paralelo a la carga viral y a los marcadores de fibrosis podría aportar una información complementaria para evaluar la progresión de la enfermedad. Esto sería particularmente útil si se demostrara una modulación de los niveles séricos de FSA en respuesta al tratamiento antiviral de la HCC, puesto que podría ayudar a evaluar la respuesta al tratamiento y a definir la estrategia de seguimiento óptima para cada paciente. Naturalmente, esto requerirá llevar a cabo nuevos estudios prospectivos con cohortes mayores de pacientes. Podemos concluir que en la HCC existe un incremento de FSA, que posiblemente reflejen la actividad angiogé-nica a nivel hepático; igualmente parece haber una relación entre estos factores y el grado de daño histológico. Sin embargo, se necesita que en el futuro se realicen más estudios, ampliando la cohorte de pacientes, que permitan confirmar qué factor o combinación de factores proangiogénicos pudieran ser útiles como marcadores de pronóstico y progresión en la HCC.
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